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Referat: 
Störungen des Lipidstoffwechsels sind entscheidend an der Entstehung atherosklerotisch bedingter 
kardiovaskulärer Erkrankungen (CVD) beteiligt. Insbesondere erhöhte Plasmakonzentrationen von 
Low-density-lipoprotein Cholesterin (LDL-C) tragen zur Entstehung von Atherosklerose bei. 
Apolipoproteine sind strukturelle und funktionelle Bestandteile von Lipoproteinen und damit als 
mögliche Biomarker und therapeutische Angriffspunkte der CVD Gegenstand aktueller Forschung. Zur 
experimentellen Untersuchung von kardiovaskulären Erkrankungen ist die Maus das bevorzugte 
Tiermodell. Im Mausmodell basiert quantitative Proteinanalytik bislang auf Antikörper-abhängigen 
Methoden (z.B. Western Blot), welche teils ungenau und materialaufwendig sind. Ein Verfahren zur 
effizienten und quantitativen Analyse von Apoliproteinen (Apos) in Mäusen, welches 
Flüssigchromatographie gekoppelt mit Massenspektrometrie (LC-MS/MS) nutzt, wurde bislang noch 
nicht beschrieben.  
In der vorliegenden Arbeit wurde eine LC-MS/MS Methode zur simultanen Quantifizierung von apoA-
I, apoA-II, apoA-IV, apoB total, apoB-100, apoC-I, apoE und apoJ aus murinen Plasmaproben (3 µL) 
etabliert und validiert. Ausgehend von einer für humane Proben bestehenden Methode wurden die 
analytischen Bedingungen (z.B. Prüfung der Peptide, Dauer des tryptischen Verdaus, Linearität, 
Reproduzierbarkeit, Vergleich mit immunologischen Methoden) im Mausmodel ermittelt und optimiert. 
Anschließend wurde das Verfahren angewendet, um Apo-Plasmakonzentrationen in 
normocholesterinämischen C57BL/6, sowie in hypercholesterinämischen LDL-Rezeptor-defizienten 
(LDLR0) und apoE-defizienten Mäusen (ApoE0) zu charakterisieren. Dabei ermittelten wir moderate 
Unterschiede der Apo-Plasmakonzentrationen zwischen gefastetem und postprandialem Zustand, wobei 
apoA-IV und apoC-I postprandial erhöht waren und apoJ erniedrigt war. ApoE war in LDLR0 Mäusen 
6-fach höher konzentriert als in C57BL/6 Mäusen und wurde erwartungsgemäß in ApoE0 Tieren nicht 
detektiert. Apo-B48 zeigte die höchste relative Konzentration in Apo-E0 Mäusen (93% des apoB-total), 
verglichen mit 61% in LDLR0-Mäusen. Zudem wurden Apo-Konzentrationen auf isolierten HDL-
Partikeln bestimmt und zwischen den Mauslinien verglichen. 
Das entwickelte Verfahren kann zur weiteren Charakterisierung von Apos in verschiedenen 
Mausmodellen eingesetzt werden und damit als Grundlage für weitere Arbeiten zum Verständnis der 















Phantasie ist wichtiger als Wissen,  
denn Wissen ist begrenzt. 
 









Kardiovaskuläre Erkrankungen (CVD) sind aktuell die Haupttodesursache bei Erwachsenen 
weltweit 1. Koronare Herzkrankheit (KHK), Schlaganfall und periphere arterielle 
Verschlusskrankheiten (pAVK) sind die Folge von atherosklerotischen Läsionen in den 
Arterien der betroffenen Organe. Vor diesem Hintergrund sind in den letzten Jahrzehnten 
zahlreiche Forschungsarbeiten zum besseren Verständnis der Atherosklerose und den 
zugrundeliegenden Pathomechanismen erschienen 2. Störungen des Fettstoffwechsels, 
arterieller Hypertonus, Übergewicht, Rauchen, Diabetes mellitus sowie genetische 
Prädispositionen gelten als Hauptrisikofaktoren der Atherosklerose. Insbesondere erhöhte 
Plasmakonzentrationen von Low-density-lipoprotein Cholesterin (LDL-C) tragen entscheidend 
zur Entstehung dieser Läsionen bei. Es konnte gezeigt werden, dass modifiziertes LDL-C über 
die Bildung von Schaumzellen zur Dysfunktion der Gefäßwand führt und anschließend über 
diverse Kompensationsmechanismen die Adhäsionseigenschaften und die Durchlässigkeit des 
Endothels verändert 3. Über pro- inflammatorische und gerinnungsfördernde Prozesse kommt 
es zum sogenannten Remodelling, also einem Umbau der Gefäßwand. Letztendlich führen 
diese Prozesse zur Bildung eines sogenannten atherosklerotischen Plaques mit einer fibrinösen 
Kappe über der umschriebenen Läsion 3,4. Mit zunehmender Größe dieser Gefäßwandalteration 
wird zum einen das Lumen der betroffenen Arterien verkleinert, was zu veränderten 
Flusseigenschaften des Blutstroms führt. Zum anderen steigt die Gefahr der Ruptur solcher 
Plaques, mit konsekutivem Verschluss nachfolgender arterieller Stromgebiete.  
 
Veränderungen im Lipoproteinstoffwechsel sind grundlegend bei der Entstehung 
atherosklerotischer CVD beteiligt. Funktionell unterscheidet man zwischen dem exogenen und 
endogenen Lipoproteinmetabolismus 5. Der exogene Lipoproteinstoffwechsel umfasst zunächst 
die enterische Aufnahme von Lipiden und die Bildung von Chylomikronen. Anschließend 
gelangen diese über die Lymphe in den Blutkreislauf und dienen der Versorgung von 
Zielgeweben und Organen mit aus Triglyceriden abgespaltenen Fettsäuren. Der endogene 
Lipoproteinstoffwechsel umfasst die hepatische Synthese von Triglycerid- und 
Cholesterinester-reichen Very Low-density-lipoprotein (VLDL)-Partikeln, sowie deren 




Partikel, welche den Transport von Cholesterin in periphere Gewebe fortführen, während High-
density-lipoprotein (HDL) Partikel den reversen Cholersterintransport von der Peripherie 
„zurück“ zur Leber realisieren 6. Lipoproteine können anhand ihrer physikochemischen 
Eigenschaften wie Dichte, Löslichkeit und Ladung charakterisiert werden. Durch den Einsatz 
präparativer Ultrazentrifugation kann man Lipoproteine nach ihrer Dichte in 5 Hauptklassen 
auftrennen. Aufsteigend von niedriger Dichte zu hoher Dichte sind dies: Chylomikronen, 





Abbildung 1. Aufbau der verschiedenen Lipoproteine (modifiziert nach Oberman A, Kreisberg RA, 
Henkin Y: Principles and Management of Lipid Disorders. Baltimore, Williams & Wilhins, 1991, Seite 
87–105). Renz Praktische Labordiagnostik 2014, 3. Auflage 
 
In der äußeren Schicht dieser Lipoproteinpartikel befinden sich die sogenannten 
Apolipoproteine. 
 
1.2 Apolipoproteine  
 
Apolipoproteine sind multifunktionale Proteine, welche unter anderem als 
Strukturkomponenten der Lipoproteine, funktionelle Liganden von Membranrezeptoren oder 
als Modulatoren verschiedener Enzyme wirken 7,8. Sie bilden gemeinsam mit Phospholipiden 
und Cholesterin die hydrophile Hülle von Lipid-Protein-Komplexen, in deren Kern sich 
hydrophobe Substanzen wie Lipide, Cholesterinester oder fettlösliche Vitamine (A, E, D und 
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K) befinden. Durch ihren amphiphilen Aufbau mit hydrophilen und hydrophoben Anteilen 
können Apolipoproteine sowohl mit wasserunlöslichen Substanzen als auch mit der 
hydrophilen Umgebung des Blutplasmas interagieren und somit als Detergenz wirken. 
Apolipoproteine sind damit entscheidend am Transport lipophiler Substanzen im Blutkreislauf 
zwischen Geweben und Organen beteiligt und vermitteln deren Aufnahme in die Zielzellen. 
Bestimmte Apolipoproteine können dabei zwischen den einzelnen Lipoproteinklassen 
ausgetauscht werden 9. ApoA-I, apoA-II, apoA-IV, apoC-I, apoC-II, apoC-III, apoE und apoJ 
zählen zu diesen austauschbaren Apolipoproteinen, während apoB-48 und apoB-100 als nicht 
austauschbar gelten. Einen Überblick über das Vorkommen und die Funktion der einzelnen 
Apolipoproteine liefert Tabelle 1. 
  
Tabelle 1: Assoziation von Apolipoproteinen und Lipoproteinen und Funktion von Apolipoproteinen 
im Lipidstoffwechsel. Modifiziert nach Renz Praktische Labordiagnostik 2014, 3. Auflage 
 
Apolipoprotein Vorkommen Konzentration (mg/l) Funktion 
A-I HDL 1.000 – 1.500 Strukturprotein HDL 
A-II HDL 300 – 500 Strukturprotein HDL 
A-IV HDL 15 Triglyceridstoffwechsel 
B-48 CM <50 Strukturprotein VLDL, LDL 
B-100 VLDL, LDL 800 – 1.000 Inhibierung der Lipoprotein Bindung 
an LDL-R, Aktivierung von LCAT 
C-I CM, VLDL 40 – 80 CM und Remnants, Ligand des LDL-
R- related Proteins 
E CM, VLDL 30 - 50 Bindung an Remnantrezeptoren 
J Ubiquitär --- Apoptose, Proteinfaltung 
 
Aufgrund ihrer Bedeutung im Fettstoffwechsel werden Apolipoprotine auch als Biomarker zur 
verbesserten Diagnostik der CVD diskutiert 10. Das Verhältnis von apoB-100 zu apoA-I (apoB-
100/ apoA-I Ratio) scheint eine genaue Beurteilung des individuellen kardiovaskulären Risikos 
zu erlauben 11. Allerdings spiegelt sich diese Erkenntnis, unter anderem aufgrund höherer 
Kosten und begrenzter Verfügbarkeit der notwendigen analytischen Verfahren, bislang nicht in 




Apolipoproteine wie apoA-II, apoA-IV, apoC-I, apoC-II, apoC-III und apoE, welche mit 
mehreren Lipoproteinklassen in Wechselwirkung treten, als weitere mögliche Angriffspunkte 
für die Diagnose und Therapie von CVD in Erwägung gezogen 13–15. In diesem Zusammenhang 
berichtete Pechlaner et. al. in einer bevölkerungsbasierten Studie, dass die Apolipoproteine 
apoC-II, apoC-III, apoE, apoH, apoL1 mit CVD Ereignissen assoziiert sind 16.  
 
In den letzten Jahren wurden zudem diverse Apolipoproteine vermehrt mit unterschiedlichsten 
Krankheitsbildern in Verbindung gebracht. ApoE und apoJ (Clusterin) sind über verschiedene 
Wege mit der Pathogenese der Alzheimer-Erkrankung assoziiert 17,18. ApoA-IV scheint zur 
Regulierung der Glukosehomöostase und des Energiestoffwechsels beizutragen und damit die 
Insulinsensitivität bei Diabetes mellitus und Adipositas beeinflussen zu können 14. Die 
vielfältige Beteiligung von Apolipoproteinen in verschiedensten Krankheiten zeigt ihre enorme 
Bedeutung und unterstreicht die Wichtigkeit unseres genauen Verständnisses ihrer Physiologie 
und Pathophysiologie. Die exakte und effiziente Analyse von Apolipoproteinen ist demzufolge 
essentiell. Für die Bestimmung von Apolipoproteinen in humanen Plasmaproben existieren 
bereits etablierte und exakte Verfahren wie Flüssigchromatographie gekoppelt mit 
Massenspektrometrie (LC-MS/MS) 19–21. Zur experimentellen Untersuchung von 
metabolischen Störungen und CVD ist die Maus das bevorzugte Tiermodell. Allerdings 
existiert bislang keine exakte und effiziente Analysemethode zur Bestimmung von 
Apolipoproteinen bei Mäusen. Bisherige Messungen beruhen auf Antikörper-basierten 
Methoden wie Western Blot oder anderen immunologischen Assays. Deren Limitationen 
hinsichtlich unspezifischer Bindung von Antikörpern, Kreuzreaktivität, 
Untersucherabhängigkeit und hohem Materialeinsatz beschränken die Genauigkeit in der 
Untersuchung der Apolipoproteine 22. Besonders die Menge des benötigten Probenvolumens 
für die Messung einzelner Analyten ist nachteilig im Hinblick auf das geringe Blutvolumen von 
Mäusen (etwa 2 – 2.5 ml totales Blutvolumen). Hinzu kommt die unzureichende 
Vergleichbarkeit kommerziell erhältlicher Tests unterschiedlicher Hersteller, welche aufgrund 
der Bindung von Antikörpern an unterschiedliche Zielstrukturen zu verschiedenen 
quantitativen Ergebnissen führen können. Im Gegensatz dazu erlaubt LC-MS/MS die simultane 
Analyse multipler Analyten aus einem minimalen Plasmavolumen. Eine solche Methode zur 














1.3 Mausmodelle  
 
Durch molekulargenetische Verfahren ist es möglich, einzelne Gene im Tiermodell gezielt zu 
inaktivieren oder vermehrt zu exprimieren 23. Damit lassen sich in Tiermodellen bestimmte 
menschliche Krankheiten simulieren und unter definierten experimentellen Bedingungen 
untersuchen. Das zugrundeliegende Prinzip dabei ist die Deaktivierung gewünschter Gene 
mittels genetischer Manipulation in embryonalen Stammzellen der Maus (in vitro), welche 
anschließend in die Keimbahn der Tiere eingebracht werden und bei ihren Nachkommen einen 
Gendefekt hervorrufen (in vivo) 24,25. Bei der Erforschung der Atherosklerose sind seit Anfang 
der 1990er Jahre insbesondere Apolipoprotein E-defiziente Mäuse (ApoE0) und LDL-
Rezeptor-defiziente Mäuse (LDLR0) zum Einsatz gekommen 26. Es konnte gezeigt werden, 
dass genetische sowie externe Risikofaktoren der Atherosklerose zwischen Maus und Mensch 
einander sehr ähnlich und damit gut vergleichbar sind 27. Durch den Einsatz dieser 
Mausmodelle haben Wissenschaftler die Möglichkeit verschiedene Einflüsse auf den 
Fettstoffwechsel unter kontrollierten genetischen und diätetischen Bedingungen zu 
untersuchen. Die pathophysiologischen Grundlagen und die klinischen Auswirkungen der 
Gendefekte der ApoE0 und LDLR0 Modelle werden im Folgenden kurz beschrieben.  
 
1.3.1 ApoE0 Maus 
 
Apolipoprotein E (apoE) bindet hochaffin sowohl an Rezeptoren der LDL-Rezeptor-
Genfamilie als auch am Chylomikron-Remnant-Rezeptor auf hepatischen Zellen und ist damit 
entscheidend daran beteiligt, Lipoproteine, vor allem Chylomikronen und VLDL, aus der 
Blutbahn zu klären 5. Es kommt als austauschbares Apolipoprotein auf allen Lipoproteinen 
außer LDL vor. Alterationen von apoE sind daher vergesellschaftet mit 
Lipidstoffwechselstörungen. Das Vorliegen von APOE2, einer genetischen Variante von apoE, 
führt beispielweise zu einer deutlich verminderten Bindungsaffinität von apoE am LDL-
Rezeptor und damit zu einem Anstieg der Triglycerid- und Cholesterinkonzentrationen in der 
Zirkulation 28. Homozygotie für APOE2 ist daher mit einer Typ III Hyperlipoproteinämie 
assoziiert, einem Krankheitsbild an dem etwa jeder Zehntausendste erkrankt 29. Vor diesem 
Hintergrund wurden im Jahr 1992 erstmalig apoE-defiziente Mäuse erzeugt, welche aufgrund 
des fehlenden apoE Lipoproteine (VLDL und Remnants) im Blut akkumulieren und diese im 
subendothelialen Raum der Intima von Gefäßen einlagern 30. Dies führt innerhalb kurzer Zeit 
(ca. 3 Monate) bereits unter normaler Diät zur Entstehung atherosklerotischer Läsionen, die 
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hinsichtlich des Aufbaus und der Komplexität mit Läsionen beim Menschen vergleichbar sind. 
Gleichzeitig präsentieren diese Tiere etwa fünffach erhöhte Plasmacholesterinkonzentrationen 
30.  
 
1.3.2 LDLR0 Maus 
 
Etwa zur gleichen Zeit wie die ApoE0 Maus wurde ein Mausmodell vorgestellt, welches durch 
einen Knock-out des LDL-Rezeptors gekennzeichnet ist. Dessen Entdeckung geht auf die 
beiden US-amerikanischen Forscher Joseph L. Goldstein und Michael Brown zurück, die später 
für ihre Erkenntnisse den Nobelpreis für Medizin oder Physiologie erhielten 31,32. Der LDL-
Rezeptor fungiert als Transmembranprotein und ermöglicht die zelluläre Aufnahme von im 
Blutkreislauf zirkulierenden Lipoproteinen (z.B. LDL) in ihre Zielzellen. Damit spielt er eine 
entscheidende Rolle im Fettstoffwechsel und trägt zur Cholesterinhomöostase bei. Folglich 
verursacht das Fehlen dieses Rezeptors eine Akkumulation von LDL im Blutkreislauf und 
damit ein Ungleichgewicht im Lipidmetabolismus. In Tieren mit fehlendem LDL-Rezeptor 
wurden abnorme Lipidprofile nachgewiesen 32. Unter mäßig cholesterinhaltiger Diät weisen 
diese Mäuse im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen zweifach höhere Cholesterin-
Plasmakonzentrationen auf. Diese Beobachtung ist hauptsächlich auf einen Anstieg von IDL 
und LDL zurückzuführen, zwei Lipoproteine welche im Wesentlichen durch apoB-100 (IDL, 
LDL) und apoE (IDL) charakterisiert sind. Unter normaler Haltungsdiät entwickeln LDLR0 
Mäuse im Verlauf nur dezente atherosklerotische Gefäßwandveränderungen in der proximalen 
Aortenwurzel 33.  
 
Interessanterweise weisen ApoE0 Mäuse auf normaler Maushaltungsdiät gegenüber LDLR0 
Tieren etwa zweifach erhöhte Plasma-Cholesterinkonzentrationen auf (>550 vs. >250 mg/dl). 
Dies wird unter anderem auf die doppelte Clearance-Funktion von apoE zurückgeführt, welches 
sowohl an LDL-Rezeptoren als auch an Chylomikronen-Remnant-Rezeptoren bindet 26. 
Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass ein gleichzeitiger Knock-Out beider Gene (ApoE 
und LDLR) im Vergleich zu einem alleinigen ApoE Knock-out zu keinem weiteren Anstieg 
der Cholesterinkonzentrationen führt 26.  
 
 





Für die Quantifizierung von Apolipoproteinen wurde in dieser Arbeit eine Methode verwendet, 
bei der Hochleistungsflüssigchromatografie (HPLC) und Tandem-Massenspektrometrie 
(MS/MS) gekoppelt werden (LC-MS/MS). Vorteile dieser Technik im Vergleich zu vorrangig 
genutzten immunologischen Proteinquantifizierungsmethoden ist die Unabhängigkeit von 
Störfaktoren wie etwa einer unspezifischen Antikörperbindung und Kreuzreaktionen sowie die 
Möglichkeit, mehrere Proteine in nur einem Experiment mit hohem Durchsatz analysieren zu 
können. Hinzu kommt die hohe Präzision des Verfahrens, welches über einen breiten 
dynamischen Bereich verfügt. Insgesamt stellt die LC-MS/MS ein sehr potentes und exaktes 
Verfahren dar, um viele Analyten aus geringen Probenvolumina mit hoher Messgenauigkeit 
quantifizieren zu können. Eine potentielle Schwäche des Assays ist die geringere Sensitivität 
bei sehr niedrig konzentrierten Proteinen.  
 
Das grundlegende Analysenprinzip der LC-MS/MS besteht in der zeitlichen Auftrennung einer 
zu untersuchenden Substanz (Analyt) in einem Gemisch und der anschließenden Detektion und 
Quantifizierung charakteristischer Ionen 34. Für die korrekte und reproduzierbare 
Quantifizierung der Analyten werden isotopenmarkierte Analoga als interne Standards (IS) 
eingesetzt. Diese haben ähnliche physikalische und chemische Eigenschaften wie die zu 
untersuchende Substanz, sind aber nicht endogen in der Probe vorhanden. Durch das 
Einbringen von stabilen Isotopen (2H, 15N, 13C) erhöht sich die molare Masse des IS. Als 
Resultat können Analyt und IS bei der massenspektrometrischen Detektion anhand ihres 
Masse-zu-Ladungsverhältnisses (m/z) unterschieden werden. Durch die zeitgleiche Analyse 
von Analyt und IS können Matrixeffekte, welche die Ionisierung beeinflussen, sowie 
Probenverluste ausgeglichen werden. Daher wird das Verhältnis der Signalintensität von 
Analyt zu IS zur Quantifizierung genutzt. 
 
Da die oftmals verwendeten Quadrupol-Massenanalysatoren nur für einen begrenzten 
Massenbereich ausgelegt sind, können hochmolekulare Proteine nicht in ihrem nativen Zustand 
analysiert werden. Daher werden bei der LC-MS/MS-Quantifizierung von Proteinen 
sogenannte proteotypische Peptide stellvertretend für das Zielprotein untersucht 35. Diese 
Peptidsequenzen müssen im jeweiligen Proteom einzigartig sein. Für die Auswahl der Peptide 
sollten bekannte Polymorphismen oder posttranslationale Modifikationen ausgeschlossen 
werden und die Peptide sollten eine Länge zwischen 7 und 20 Aminosäuren aufweisen. Zudem 
sind chemisch modifizierbare (Glutamin) oder oxidierbare Aminosäuren (Methionin, Cystein, 
Tryptophan) hinsichtlich ihrer Stabilität zu beachten. Um Peptide aus einem komplexen 
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Probenmaterial per LC-MS/MS zuverlässig quantifizieren zu können, bedarf es einer 
standardisierten Probenaufarbeitung. Diese basiert auf der enzymatischen Spaltung von 
Proteinen durch Proteasen (z.B. Trypsin), welche eine möglichst komplette Proteolyse der 
Zielproteine zum Ziel hat. Um einen effektiven proteolytischen Verdau zu erzielen, muss die 
Sekundär- und Tertiärstruktur der Proteine aufgebrochen werden. Dazu erfolgt die 
Denaturierung der Proteine und die Reduktion von Disulfidbrücken. Daran schließt sich der 
enzymatische Verdau der Proteine an. Zur Anreicherung der Proben und Entfernung von Salzen 
erfolgt danach eine Festphasenextraktion (solid phase extraction, SPE), um möglichen 
Störungen beim Ionisierungsprozess vorzubeugen. Im Anschluss daran werden die Proben 
mittels LC-MS/MS analysiert. 
 
Bei der LC-MS/MS werden die Analyten zunächst mittels HPLC zeitlich aufgetrennt. Im 
Anschluss werden die Peptide typischerweise mittels Elektrospray-Ionisation (ESI) ionisiert 
und vom flüssigen Zustand in die Gasphase überführt 36. Die nachfolgende 
massenspektrometrische Analyse der erzeugten Ionen erfolgte in der vorliegenden Arbeit 
mithilfe eines Triple-Quadrupol-Massenspektrometers. Quadrupole bestehen aus 4 parallel 
zueinander angeordneten Metallstäben, wobei nebeneinanderliegende Stäbe durch das Anlegen 
einer Wechselspannung jeweils gegensätzlich gepolt sind. Dadurch wird ein elektrisches 
Wechselfeld ausgebildet, welches nur Ionen mit einem definierten m/z auf oszillierenden 
Bahnen durchfliegen können. Hierbei hat die anliegende Spannung sowie deren Frequenz 
entscheidenden Einfluss auf die Flugbahn der Ionen. 
 
In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Analyse der Peptidionen im sogenannten Multiple 
Reaction Monitoring (MRM)-Modus 37. Dabei wird im ersten Quadrupol des Triple-
Quadrupol-MS ein Precursor-Ion eines bestimmten m/z gefiltert. Im zweiten Quadrupol, der 
sogenannten Kollisionszelle, erfolgt dann der stoßinduzierte Zerfall dieses Ions. Im dritten 
Quadrupol wird schließlich erneut ein Fragment-Ion gefiltert und nachfolgend detektiert 38. Der 
charakteristische Übergang von Precursor- zu Fragment-Ion wird auch als Massenübergang 








Abbildung 2: Aufbau LC-MS/MS-System 
 
1.5 Ziele der Arbeit 
 
Das Ziel dieser Arbeit bestand in der Etablierung und Validierung einer Methode zur 
simultanen massenspektrometrischen Quantifizierung von Apolipoproteinen in murinem 
Plasma. Bisher existieren keine reproduzierbaren und materialsparenden Verfahren zur Analyse 
von Apolipoproteinprofilen im Mausmodell. Die hier vorgestellte Methode soll die exakte, 
reproduzierbare und einfache Untersuchung von Apolipoproteinen im Mausmodell 
ermöglichen. Ausgehend von einer für humane Proben entwickelten massenspektrometrischen 
Methode sollten die analytischen Bedingungen (Prüfung der proteotypischen Peptide, Dauer 
des tryptischen Verdaus, Linearität des Assays, Reproduzierbarkeit und Vergleich mit anderen 
Methoden) für die Anwendung bei murinen Proben optimiert und validiert werden. Daran 
anknüpfend sollte erstmalig eine basale Charakterisierung der Apolipoproteinprofile in drei 
verschiedenen Mausstämmen mithilfe der neuen Methode erfolgen. Dafür sollten 
Apolipoprotein-Plasmakonzentrationen zweier hyperlipidämischer Mausmodelle (ApoE 
knock-out und LDL-Rezeptor knock-out) mit abnormem Lipoproteinprofil mit denen von 
Wildtypmäusen (C57BL/6) verglichen werden. Zudem sollten die Apolipoprotein-
Plasmakonzentrationen im gefasteten und postprandialen Zustand zwischen den genannten 
Modellen verglichen werden.  
 
In Zusammenschau soll diese Arbeit eine neue, zuverlässige und effiziente LC-MS/MS 
Methode als Grundlage für die weiterführende Erforschung der Funktion und Pathophysiologie 
von Apolipoproteinen im Mausmodell bereitstellen. 
Proben HLPC ESI Quadrupol 1 Quadrupol 3Quadrupol 2
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Apolipoproteins are major structural and functional constituents of lipoprotein particles. As 
modulators of lipid metabolism, adipose tissue biology, and energy homeostasis, 
apolipoproteins may serve as biomarkers or potential therapeutic targets for cardiometabolic 
diseases. Mice are the preferred model to study metabolic and cardiovascular disease, but a 
comprehensive method to quantify circulating apolipoproteins in mice is lacking.  
We developed and validated a targeted proteomics assay to quantify eight apolipoproteins in 
mice via proteotypic signature peptides and corresponding stable isotope labelled analogs. The 
LC-MS/MS method requires only a 3 µL sample volume to simultaneously determine mouse 
apoA-I, apoA-II, apoA-IV, apoB-100, total apoB, apoC-I, apoE and apoJ concentrations. 
ApoB-48 concentrations can be calculated by subtracting apoB-100 from total apoB. After we 
established the analytic performance (sensitivity, linearity and imprecision) and compared 
results for selected apolipoproteins against immunoassays, we applied the method to profile 
apolipoprotein levels in plasma and isolated HDL from normocholesterolemic C57BL/6 mice, 
and from hypercholesterolemic Ldl-receptor- and Apoe-deficient mice.  
In conclusion, we present a robust quantitative LC-MS/MS method for the multiplexed analysis 
of eight apolipoproteins in mice. This assay can be applied to investigate the effects of genetic 




Animal models, apolipoproteins, lipoproteins, liquid chromatography, mass spectrometry, 
proteomics, quantitation 
  




Alterations of plasma lipoproteins, especially elevated levels of apolipoprotein B containing 
lipoproteins have been causally related to the risk of atherosclerotic cardiovascular disease 
(ASCVD) (1). Apolipoproteins are major structural and functional components of lipoproteins 
with diverse biologic functions. They can serve as cofactors for enzymes and ligands for cell 
surface receptors (2). Thereby, apolipoproteins are intimately involved in the metabolism of 
plasma cholesterol and triglycerides carried by lipoproteins. Blood concentrations of apoB and 
apoA-I, as surrogate measures for VLDL/LDL and HDL, have been proposed as superior 
markers for the assessment of cardiovascular risk in several trials (3, 4). In addition, 
apolipoproteins like apoA-II, apoA-IV, apoC-I, apoC-II, apoC-III and apoE that can associate 
with various lipoprotein classes are also key players in lipid metabolism and may represent 
targets for the diagnosis and treatment of dyslipidemias and ASCVD (5–7). In this context, 
Pechlaner et al. recently reported associations of several apolipoproteins (including apoC-II, 
apoC-III, apoE, apoH, apoL1) with incident CVD in a prospective population-based study (8), 
which raises the potential prospects of apolipoprotein profiling for cardiovascular disease. 
Moreover, several apolipoproteins have been associated with metabolic functions in glucose 
homeostasis, insulin sensitivity and adipose tissue biology and may thus contribute to obesity 
and diabetes mellitus (9–12). It is also established that apolipoproteins, such as apoJ and in 
particular apoE, contribute to the pathogenesis of Alzheimer's disease via multiple mechanisms 
(13–15) and that apolipoproteins can exhibit anti-inflammatory and anti-oxidative functions 
(16–18). Importantly, current knowledge on apolipoprotein physiology and their specific roles 
in various diseases is still incomplete, which underlines the importance to further study specific 
apolipoproteins in experimental settings. 
The mouse is the most common experimental model to investigate metabolic disorders and 
cardiovascular disease (19). At present, a comprehensive quantitative analysis of circulating 
apolipoproteins in mouse models is limited by a lack of suitable assays. Common methods to 




measure apolipoproteins in mice are antibody-based immunoassays, which suffer from typical 
drawbacks such as lack of specific antibodies, cross-reactivity and high lot-to-lot variability 
(20). Other limitations are the restriction to single analyte testing and requirements of high 
sample volumes. On the contrary, coupling of liquid chromatography and tandem mass 
spectrometry (LC-MS/MS) facilitates simultaneous quantitation of multiple proteins from low 
volumes of plasma with high throughput (20–22). To this end, surrogate proteotypic peptides, 
which are unique to the investigated proteins, are generated by enzymatic digestion, followed 
by LC separation and MS detection. In these targeted proteomics assays stable isotope labeled 
(SIL) peptides or proteins are used as internal standards (IS) allowing the quantification of 
target proteins (23). Work from our laboratory and others has previously demonstrated that LC-
MS/MS assays are suitable for multiplexed analysis of middle- to high-abundant 
apolipoproteins in human plasma (8, 24–26). However, a corresponding method to determine 
apolipoprotein levels in plasma of mice has not been described so far. 
In the present study, we developed and validated a targeted proteomics assay for the 
simultaneous quantification of eight apolipoproteins from only 3 µL of mouse plasma. We then 
applied this method to study plasma apolipoprotein concentrations in wild-type C57BL6/J mice 
and two different hypercholesterolemic mouse models, the apoE deficient (ApoE0) and the 
LDL receptor deficient (LDLR0) mouse, in fasted as well as fed state. 
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METHODS AND MATERIALS 
Chemicals and reagents. Ammonium bicarbonate, iodoacetamide, 2,2,2-trifluoroethanol and 
tris(2-carboxyethyl)phosphine were acquired from Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). 
Formic acid (FA) and trifluoroacetic acid were obtained from Fluka (Buchs, Switzerland). 
Murine recombinant apoA-I was purchased from Sino Biological (Beijing, China). ULC/MS 
grade methanol, acetonitrile and 2-propanol were obtained from Biosolve (Valkenswaard, the 
Netherlands). Sequencing grade modified trypsin was acquired from Promega (Madison, WI, 
USA, Cat. No. V5111). Ultra-pure water from a Barnstead NANOpure water purification 
system (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) was used. 
Acquisition of murine plasma samples. Male normocholesterolemic C57BL/6J mice (JAX 
strain No. 000664), hyperlipidemic ApoE0 (JAX strain No. 002052) and LDLR0 (JAX strain 
No. 002207) mice were kept on regular chow diet and studied at 13 weeks of age. Blood 
samples were collected in EDTA tubes at 9 am (random fed) and after an overnight fast in the 
same mice. Blood samples were centrifuged at 3,000xg for 10 min to obtain plasma which was 
then used for the assay, processed to prepare lipoprotein fractions or directly stored at -80 °C 
until analysis.  
Lipoprotein fractions were isolated from 60 µL freshly prepared mouse plasma by sequential 
ultracentrifugation as described previously (27). Subsequently, obtained lipoprotein fractions 
were stored at -80 °C until analysis. Cholesterol and triglyceride levels were determined 
enzymatically using colorimetric assay kits (Roche Diagnostics). Protein concentration of 
isolated HDL was quantified using the Pierce BCA Kit (Thermo Fisher). All animal-procedures 
were performed in accordance with the rules for animal care of the local government authorities 
and were approved by the animal care and use committee of Leipzig University as well as by 
the animal care committee of the Bezirksregierung Leipzig, Germany. 
Peptide selection and synthesis. Proteotypic peptides were selected according to accepted 
selection rules for each of the eight apolipoproteins (28, 29). Peptide sequences containing 




cysteine or methionine residues as well as known polymorphisms and sites of post-translational 
modifications were excluded. To ensure peptide specificity and to check for potential sequence 
overlaps, Blast searches against the NCBI database (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 
were performed. Further, proteotypic peptides were verified in MASCOT MS/MS ions searches 
(Matrix Science) against the SwissProt database after enhanced product ion analysis of 
tryptically digested plasma from LDLR0 mice. Peptides and SIL analogs thereof were 
synthesized by the Core Unit for Peptide Technology of the Interdisciplinary Center for Clinical 
Research (Faculty of Medicine, University of Leipzig). Synthesized peptides were purified to 
>98% using preparative RP-HPLC. Purity and identity of the purified peptides were then 
evaluated by use of analytical HPLC and MALDI-MS. Peptide sequences are provided in 
Supplemental Table S1. The individual peptides were stored as lyophilized aliquots at -80 °C 
until use. At time of use, the lyophilized peptides were precisely weighed out and dissolved in 
2-propanol/water (1:1, v/v) to prepare stock solutions at concentrations between 1 mmol/L and 
10 mmol/L. Peptide working standards (concentrated between 0.1 mmol/L and 1 mmol/L) were 
then obtained by dilution of stock solutions with 100 mmol/L ammonium bicarbonate (see 
Supplemental Table S2 for details). All peptide solutions were stored at -80 °C. Storage, 
handling and reconstitution of peptides followed the usage recommendations for MS-based 
assays (30).  
Calibration. With each batch of samples an in-house 9-point peptide calibration series was 
carried along which was equivalently processed as the study samples. The highest concentrated 
calibrators were produced from peptide working standards. Lower concentrated calibrators 
were then prepared by serial dilution thereof with 100 mmol/L ammonium bicarbonate. 
Calibration curves prepared in 100 mmol/L ammonium bicarbonate buffer were also tested 
against calibration curves prepared in plasma to establish the parallelism of the response in 
buffer and in plasma matrix for the calibrators (Supplemental Figure S1). The workflow and all 
concentrations of the single calibrators for each apolipoprotein are summarized in 
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Supplemental Table S2. Calibration curves were plotted using analyte-to-IS peak area ratios. 
Linear regression was accomplished applying 1/x weighting. Data processing was performed 
with Multiquant 2.0 (Sciex). 
Sample processing for LC-MS/MS. EDTA plasma, lipoprotein fractions and calibrators were 
treated according to a previously established standardized sample preparation protocol (24). In 
brief, 3 µL of study sample or calibrator were diluted 1:2 with a SIL peptide mix prepared in 
100 mmol/L ammonium bicarbonate. Final IS concentrations are summarized in Supplemental 
Table S1. Denaturation was performed using 6.9 mol/L 2,2,2-trifluoroethanol. For reduction of 
disulfide bonds, samples were incubated with 5 mmol/L tris(2-carboxyethyl)phosphine for 30 
min at 60 °C. Subsequently, alkylation was performed for 30 min with 10 mmol/L 
iodoacetamide at room temperature in the dark. After 1:10 dilution with 100 mmol/L 
ammonium bicarbonate, 8 µg of trypsin dissolved in 50 mmol/L acetic acid were added. Tryptic 
digestion was performed for 16 h at 37 °C. Digestion kinetics had been investigated using a 
plasma pool of C57BL/6J mice (n=5), which had been incubated with trypsin for 0.5, 1, 2, 4, 8, 
16, 20 and 24 h (Supplemental Figure S2). Digestion was stopped with 0.1% FA. Sample clean-
up was performed by solid phase extraction using 10 mg Oasis HLB 1cc Flangless Vac 
Cartridges (Waters, Milford, MA, USA) followed by drying under nitrogen. Afterwards, 
samples were reconstituted in 1 mL of 0.1% FA in methanol/water (eluent A; 10/90, v/v) and 
were centrifuged for 5 min at 13,000 rpm. Supernatants were used for LC-MS/MS analysis. 
LC-MS/MS analysis. LC-MS/MS analysis was adapted from a previously published method for 
the analysis of human apolipoproteins developed in our laboratory (24). The microLC 
equipment included an Ultimate® 3000 TCC-3000SD Column Oven, an Ultimate® 3000 RS 
Autosampler and an Ultimate® 3000 RSLCnano System (Thermo Scientific Dionex, 
Sunnyvale, CA, USA). A QTRAP® 5500 (Sciex, Darmstadt, Germany) equipped with a 
Turbo V™ ion spray source and controlled by Analyst 1.5.1 software was used for mass 




spectrometric detection in multiple reaction monitoring (MRM) mode. Chromatographic 
conditions were controlled by CHROMELEON 6.80 software (Thermo Scientific Dionex). 
A ZORBAX 300SB-C18 column (150 x 1.0 mm i.d., 3.5 µm particle size) combined with its 
corresponding guard column (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) was used for 
chromatographic separation at 40 °C. The autosampler temperature was set to 10 °C and the 
injection volume was 1 µL. Binary gradient elution was performed within a total run time of 
7.6 min using eluent A and 0.1% FA in methanol/water (90/10, v/v) as eluent B. The LC time 
program was adjusted as follows: linear increase from 20% B to 100% B in 3.5 min, 100% B 
until 6.5 min and re-equilibration from 6.6 to 7.6 min with 20% B. The flow rate was set to 
50 µL/min. MRM transitions are summarized in Supplemental Table S1. Two mass transitions 
were monitored per peptide. Positive electrospray ionization was performed applying the 
following settings: ion spray voltage = 5500 V, ion source heater temperature = 400 °C, source 
gas 1 = 20 psi, source gas 2 = 50 psi, curtain gas = 35 psi. Q1 and Q3 were used in unit 
resolution. 
Validation of assay characteristics. To assess assay precision, pooled plasma samples from 
C57BL/6J, LDLR0 and ApoE0 mice (n=4-6 per strain) were used. The plasma pools were 
analyzed for at least five times on one day or for a single time on at least five consecutive 
working days to evaluate within- and between-day imprecision, respectively. Concentrations 
quantified at signal-to-noise ratios of 3 or 10 were defined as limit of detection (LOD) or lower 
limit of quantification (LLOQ), respectively. To assess the influence of sample storage 
conditions, apolipoproteins were quantified in plasma samples stored at 4 °C within 24 h or 
after four days; in plasma samples stored at -80°C for two years, or in samples that underwent 
multiple freeze-thaw cycles (n=3) over six weeks before sample preparation. Recovery of 
apoA-I was assessed by spiking murine recombinant apoA-I into pooled plasma samples of 
C57BL/6J mice resulting in two different concentration levels. Further, the results obtained for 
apoE and apoB-100 from the LC-MS/MS assay were compared with commercially available 
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immunoassays (Mabtech, 3752-1HP-2; Abcam, ab230932), which were performed according 
to the manufacturers’ recommendations. For method comparison purposes, samples with 
intermediate apolipoprotein concentrations were prepared by mixing plasma pools of 
hyperlipidemic mice (LDLR0 and ApoE0) with pooled plasma of wild-type mice at different 
ratios. 
 
Statistical analyses. Data is presented as mean ± standard deviation (SD) unless otherwise 
noted. Results were analyzed by Student’s t-test (two-tailed) or by ANOVA with Dunnett’s 
post-test, when multiple comparisons were made. The influence of sample storage conditions 
and freeze-thaw cycles were evaluated using acceptable change limits criteria according to ISO 
5725-6 (31, 32). Method comparison with immunoassays was performed by Passing-Bablok 
regression and Bland-Altmann plot analysis. Data was analyzed using GraphPad Prism 
software or MedCalc software (for Passing-Bablok and Bland-Altman). Statistical significance 
was defined as p < 0.05.  





Fast chromatography and tandem mass spectrometric detection 
We developed a high-throughput LC-MS/MS assay to simultaneously quantify apoA-I, 
apoA-II, apoA-IV, apoB-total, apoB-100, apoC-I, apoE and apoJ in mouse plasma via 
proteotypic signature peptides and corresponding SIL analogs. Monitored peptides and 
respective mass transitions are presented in Supplemental Table S2. The sample preparation 
procedure was optimized for reproducible quantitation of murine apolipoproteins from only 3 
µL of sample. Internal standards were added at the very beginning of the sample processing to 
compensate potential sample losses. The complete sample preparation workflow is summarized 
in Figure 1. Digestion kinetics of the eight investigated apolipoproteins, which are summarized 
in Supplemental Figure S1, confirmed that all selected signature peptides were released within 
16 h of tryptic digestion. Furthermore, proteotypic peptides and SIL analogs thereof were stable 
during trypsin incubation. 
As VLDL secreted from mouse liver contains both apoB-48 (consisting of the N-terminal 48% 
of apoB-100) and full-length apoB-100, we established separate assays for apoB-100 and total 
apoB, which further allows the calculation of apoB-48 plasma levels. For this reason, we 
analyzed peptide INIDIPLPLGGK (amino acids [aa] 1344-1355), which is present in apoB-48 
as well as in apoB-100 and therefore determines total plasma apoB. In addition, the apoB-100-
specific peptide DLDVVNIPLAR (aa 2739-2749) was monitored. Hence, apoB-48 
concentrations were calculated by subtracting apoB-100 from total apoB concentrations. 
 
Evaluation of assay performance and method validity 
Sensitivity and linearity of the developed LC-MS/MS assay were established in plasma samples 
of normocholesterolemic chow-fed C57/BL6 mice. Determined LODs were between 0.03 
µmol/L for apoA-IV, apoB-100 and apoJ and 0.2 µmol/L for apoC-I (Table 1). LLOQs ranged 
from 0.1 µmol/L for apoJ to 0.7 µmol/L for apoC-I (Table 1). The lower limits of the 
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quantification range were defined by the assay’s LLOQ (for apoB-100) or the expected 
apolipoprotein concentrations in wild-type mice. The upper limits of the quantification range 
were adapted to allow the reliable analysis of increased apolipoprotein concentrations in 
hypercholesterolemic mice (Table 1).  
The assay’s within-day and between-day imprecision was first determined by use of a plasma 
pool from chow-fed C57BL/6 mice. As shown in Table 2, within-day imprecision was found 
between 1.2% (apoB-total) and 10.9% (apoJ) while between-day imprecision ranged from 4.5% 
(apoA-II) to 11.2% (apoC-I), with the exception of apoB-100 (31.1%). Assay precision was 
also evaluated in plasma pools from LDLR0 and APOE0 mice, demonstrating similar 
coefficients of variation in hyperlipidemic samples (see Supplemental Table S3). Of note, 
between-day imprecision for apoB-100 was only 5.3% in LDLR0 mice, which are characterized 
by elevated apoB-100. Hence, the high coefficient of variation (CV) for apoB-100 in C57BL/6 
mice likely resulted from the very low apoB-100 plasma concentrations at the LLOQ.  
We further exemplarily evaluated the recovery of the assay by spiking pool plasma samples 
from C57BL/6 mice with recombinant murine apoA-I at two different concentrations. As 
shown in Table 3, respective recovery rates of apoA-I in murine plasma were 101.3% and 
101.9%.  
Finally, we compared the LC-MS/MS results with commercially available immunoassays for 
apoE and apoB-100 using plasma samples from normo- and hyperlipidemic mice, as well as 
samples of intermediate concentrations prepared by mixing plasma from normo- and 
hyperlipidemic mice at different ratios. Data obtained with LC-MS/MS and immunoassays was 
highly correlated and showed good concordance (Figure 2). We observed mean differences in 
the Bland-Altman plot of 7.7% for apoE and 9.5% for apoB-100 for the LC-MS/MS analysis 
compared to the immunological analysis. The respective Passing-Bablok slopes were 1.08 
(0.99-1.15; 95%CI) for apoE and 1.27 (1.21-1.35; 95% CI) for apoB-100 (Figure 2).  
 






Sample stability  
The influence of different sample storage conditions was evaluated by comparing results in 
plasma samples stored at 4°C for several days, frozen samples and samples that underwent 
repeated freeze-thaw cycles. All apolipoproteins were stable in plasma stored at 4 °C for four 
days (Supplemental Figures S3). Apolipoproteins were also robust to three repeated freeze-
thaw cycles over a period of 6 weeks compared to baseline levels (Supplemental Figure S4). 
Further, we determined apolipoprotein concentrations in sample aliquots that had been stored 
at -80°C for two years. Concentrations of apoA-II and apoJ were significantly lower than the 
analyte specific acceptable change limits, while all other apolipoprotein concentrations 
remained within the acceptable change limits as compared to baseline (Supplemental Figure 
S5).  
 
Plasma apolipoprotein profiles in C57BL/6J, ApoE0 and LDLR0 mice  
After successful assessment of the method’s analytical performance, we applied the assay to 
profile apolipoprotein concentrations in plasma of male wild-type C57BL/6 mice as well as 
ApoE0 and LDLR0 mice, the two most commonly used hypercholesterolemic mouse models. 
Plasma apolipoprotein concentrations were determined both in overnight fasted and random fed 
states (Figure 3 and Supplemental Table S4). Overall, we observed only modest differences in 
apolipoprotein concentrations when comparing mice in fasted versus fed state in each particular 
model. While plasma concentrations of chylomicron-associated apolipoproteins A-IV and C-I 
were consistently increased in fed state, concentrations of apoJ were decreased in fed state 
(Figure 3 and Supplemental Table S4). 
Several pronounced differences were detected, when comparing apolipoprotein concentrations 
between the three mouse strains (Figure 3 and Supplemental Table S4): Plasma concentrations 
2. Publikation   
26	
	
of apoE were 6-fold higher in hyperlipidemic LDLR0 mice than in normolipidemic C57Bl6/J 
mice, likely resulting from the lack of LDLR mediated clearance of apoE containing 
lipoproteins. As expected, apoE was not detectable in plasma of ApoE0 mice, corroborating the 
validity of our method. Further, plasma levels of total apoB were significantly elevated in 
hyperlipidemic ApoE0 and LDLR0 mice to a similar extent. However, differences in the 
concentrations of apoB-48 and apoB-100 were observed between both mouse strains. Highest 
apoB-48 plasma concentrations were quantified in ApoE0 mice, where it accounted for 93% of 
total plasma apoB. In contrast, apoB-48 accounted for only 61% of total apoB plasma 
concentrations in LDLR0 mice. Moreover, apoB-100 was significantly elevated in plasma of 
LDLR0 mice as compared to C57BL/6 and ApoE0 mice (Figure 3 and Supplemental Table S4). 
Another hallmark of hypercholesterolemic ApoE0 mice are reduced plasma HDL cholesterol 
levels (33). In line with this, plasma concentration of apoA-I and apoA-II, the most abundant 
apolipoproteins of HDL, were significantly lower in ApoE0 mice compared to C57BL/6J and 
LDLR0 mice. In contrast, apoA-IV, an apolipoprotein which is also associated with HDL, was 
significantly elevated in plasma from ApoE0 mice. Since apoA-IV is an exchangeable 
apolipoprotein circulating on chylomicrons and HDL as well as lipid free in plasma, these 
differences may not be specifically attributable to HDL. 
 
Apolipoprotein distribution in HDL 
Finally, we applied our method to investigate the apolipoprotein profile of HDL particles, as 
we had observed differences in plasma concentrations of HDL-associated apolipoproteins like 
apoA-I, apoA-II and apoA-IV in all three mouse models. Therefore, plasma HDL was first 
isolated by sequential ultracentrifugation and then subjected to LC-MS/MS-based 
apolipoprotein profiling. In agreement with the results obtained in plasma, concentrations of 
apoA-I and apoA-II were significantly lower in HDL particles from ApoE0 mice (Figure 4). 
Likewise, concentrations of apoJ and apoC-I were also reduced in HDL of these mice. In 




contrast, we observed that apoA-IV was significantly enriched in HDL of ApoE0 mice when 
compared to wild-type (3.2-fold, p<0.0001) and LDLR0 (2.1-fold, p<0.0001) mice (Figure 4), 
suggesting that elevated plasma apoA-IV levels in ApoE0 mice are at least partially referable 
to increased levels in HDL.  




The impact of apolipoproteins on lipid metabolism, cardiovascular risk assessment and beyond 
has gained considerable interest in recent years, especially since novel therapeutic strategies 
directed against apolipoproteins associated with triglyceride-rich lipoproteins are being 
explored (34–37). Thus, a more detailed investigation in animal models is essential, as this 
allows interrogation of pathophysiology and biochemistry in experimental disease settings. In 
the present study, we developed and validated a LC-MS/MS assay capable of measuring eight 
apolipoproteins simultaneously from just 3 µL of mouse plasma. The presented method was 
suitable to quantify apolipoproteins in plasma and isolated lipoproteins (HDL) of wild-type 
C57BL/6 mice and hypercholesterolemic LDLR0 and ApoE0 mice. This may be of particular 
interest, as profiling of apolipoprotein concentrations within lipoproteins may allow a more 
detailed view on pathophysiology associated with specific apolipoproteins. 
While mass spectrometry has been applied to characterize the proteome of murine lipoprotein 
particles (38–40), up to now, the quantitative analysis of circulating apolipoproteins in mice 
has been largely restricted to antibody-based immunoassays and their inherent limitations. 
These limitations include the lack of specific antibodies, high variability from production lot-
to-lot and the requirement of larger plasma volumes, as immunoassays are mainly confined to 
single analyte testing (20). Major advantages of the LC-MS/MS assay presented in this study 
are its independence from antibodies, the ability to multiplex analytes, the requirement of very 
little sample volumes (3 µL) and the possibility to differentiate between apoB-48 and apoB-
100. The LC-MS/MS method is also suitable for high-throughput analysis: A batch of 40 
samples can be analyzed within 24 hours, requiring approximately 4.5 hours hands-on time for 
the sample preparation procedure and less than 8 min for the LC-MS/MS detection of the eight 
apolipoproteins. Plasma samples can be maintained refrigerated up to four days or frozen for at 
least six weeks without adverse effects on apolipoprotein quantification. However, it should be 
noted that we observed significantly lower concentrations of apoA-II and apoJ in plasma 




samples that had been frozen at -80°C for two years. Therefore, absolute concentrations of these 
apolipoproteins in plasma samples frozen over an extended period of time should be interpreted 
with caution, as sample integrity may be compromised. In the present study, only a single 
proteotypic peptide per apolipoprotein was used for quantification, which may be a potential 
limitation of the assay. Despite applying stringent selection criteria and rigorous evaluation of 
suitable proteotypic peptides, we cannot completely rule out that presently unknown 
posttranslational modifications or genetic mutations leading to amino acid changes may 
interfere with quantification. However, an identical approach was previously used by our group 
to develop a LC-MS/MS assay to quantify 12 apolipoproteins in humans and this assay was 
successfully validated against another LC-MS/MS assay as well as in external proficiency 
testing (41).  
The here presented method was developed for biomedical research use only, following best-
practice recommendations for the establishment of targeted peptide measurements by LC-
MS/MS. We thoroughly validated robustness and suitability of the assay for quantitative 
assessments but did not attempt to establish its true accuracy. Therefore, the reported absolute 
concentrations may not be truly accurate and should be carefully interpreted. These caveats 
equally apply to commercial research use only immunoassays, where trueness of absolute 
quantification was not established either. Notwithstanding, our LC MS/MS assay showed good 
concordance with available immunoassays for mouse apoE and apoB-100. Further, analytical 
validation of the assay revealed excellent performance and low imprecision (between-day 
imprecision < 15%) for all investigated apolipoproteins with the exception of apoB-100 in 
C57BL/6 mice (CV 31.1%). The high CV of apoB-100 in wild-type mice likely resulted from 
the apolipoprotein’s very low plasma concentration near the assay’s LLOQ. Wild-type mice 
carry the majority of plasma cholesterol in HDL and display low plasma apoB levels (42, 43). 
Additionally, mice show high rates of hepatic apolipoprotein B mRNA editing and it was 
suggested that ~70% of the VLDL particles produced in mouse liver contain apoB-48 rather 
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than apoB-100 (44). In fact, when precision of the LC-MS/MS assay was evaluated in 
atherosclerosis-prone hypercholesterolemic LDLR0 mice, which are characterized by high 
apoB-100 levels, the CV for apoB-100 was only 5.3%. Hence, detection of apoB-100 can be 
performed with excellent precision in mouse models with elevated apoB-100 plasma levels.  
With respect to apoB-100, LDR0 mice also differed from ApoE0 mice. While plasma levels of 
total apoB were elevated in both hypercholesterolemic mouse strains, the relative distribution 
of apoB-48 and apoB-100 was significantly different. In ApoE0 mice, the increase of plasma 
apoB was predominantly mediated by elevated apoB-48 (93% of total apoB), whereas LDLR0 
mice showed a much smaller relative increase in apoB-48 (only 61% of total apoB) and a 
marked increase in apoB-100. These findings reflect the differences in the underlying biology 
leading to hypercholesterolemia in LDLR0 and ApoE0 mice. In ApoE0 mice, the absence of 
apoE leads to the accumulation of chylomicron and VLDL remnants that are predominantly	
apoB-48 containing cholesteryl ester–rich particles (45). In contrast, the predominant 
lipoprotein accumulating in LDLR0 mice on chow diet is the apoB-100 containing LDL (46).  
ApoE0 mice also have lower HDL-cholesterol plasma levels compared with wild-type and 
LDLR0 mice. By profiling apolipoprotein concentrations of isolated HDL, we also found 
quantitative differences in the apolipoprotein composition of these particles. We detected lower 
concentrations of apoA-I and apoA-II in HDL from ApoE0 mice, whereas apoA-IV was 
significantly enriched in HDL from ApoE0 mice. While apoA-IV is a major component of 
chylomicrons in the postprandial state, approximately 25% are transferred to HDL during 
subsequent metabolism and the rest is circulating freely in plasma (6). In line with higher HDL 
levels of apoA-IV, total plasma levels of apoA-IV were also significantly elevated in ApoE0 
mice. At present, the functional significance of these findings remains to be elucidated. ApoA-
IV mediates reverse cholesterol transport, but was also demonstrated to exhibit potential anti-
diabetic and anti-obesity effects via modulation of glucose homeostasis and energy metabolism 
(6). It is tempting to speculate whether elevated apoA-IV may thereby contribute to the lower 




body fat as well as better glucose tolerance and insulin sensitivity described in ApoE0 mice 
(47–49). More extensive and detailed studies are needed to provide further insights into the 
physiologic role of elevated apoA-IV in ApoE0 mice. 
In conclusion, we developed and validated a targeted proteomics assay for the simultaneous 
quantification of eight apolipoproteins in mice. Profiling of apolipoproteins in plasma and 
isolated HDL from C57BL/6, LDLR0 and ApoE0 mice revealed significant strain differences 
and established that our methodology can be applied to study the effects of genetic 
manipulations or dietary interventions on quantitative changes in apolipoprotein 
concentrations. 
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TABLE 1. LODs, LLOQs and quantification ranges of analyzed apolipoproteins 
 
Protein  LOD  LLOQ Quantification range 
  [µmol/L] [µmol/L] [µmol/L] 
apoA-I 0.07 0.23 1.3 - 240 
apoA-II 0.16 0.53 1.3 - 240 
apoA-IV 0.03 0.11 0.2 - 15 
apoB-total 0.12 0.39 0.6 - 15 
apoB-100 0.03 0.11 0.1 - 6 
apoC-I 0.20 0.67 0.7 - 27 
apoE 0.08 0.28 0.7 - 129 
apoJ 0.03 0.10 0.1 – 4.8 
 
  































[µmol/L] CV [%] 
mean 
[µmol/L] CV [%] 
apoA-I 46.07 5.1 47.68 6.7 
apoA-II 60.72 7.0 57.17 4.5 
apoA-IV 3.37 6.1 3.20 6.4 
apoB-total 2.32 1.2 2.21 8.0 
apoB-100 0.22 8.5 0.13 31.1 
apoC-I 9.15 8.4 9.09 11.2 
apoE 2.77 7.1 2.80 7.4 
apoJ 1.98 10.9 1.91 6.2 























apoA-I 48 20 68 69.3 (± 6.6) 101.9 
apoA-I 48 10 58 58.8 (± 1.9) 101.3 




FIGURES AND FIGURE LEGENDS: 
 
 
Figure 1.	Sample preparation workflow of the LC-MS/MS assay. E/P, enzyme-to-protein ratio; 
IAA, iodoacetamide; IS, internal standard; MRM, multiple reaction monitoring; RP, reversed 
phase; RT, room temperature; SIL, stable isotope labeled; SPE, solid phase extraction, TCEP, 
tris(2-carboxyethyl)phospine; TFE, trifluoroethanol.		
 




Figure 2.	Comparison of LC-MS/MS with immunoassay (ELISA) for apoB-100 (A) and apoE 
(B) by Bland-Altman plot (upper panel) and Passing-Bablok regression (lower panel). 
Parameters of Passing-Bablok regression including the 95% confidence interval (CI) are 
summarized in (C).	
  





Figure 3. Plasma apolipoprotein profiles in C57BL6/J; ApoE0 and LDLR0 mice. Plasma was 
obtained from tail vein blood after overnight fasting or in random fed state at 9.00 am in the 
same mice. All mice were fed a regular chow diet. Data are presented as mean ± SEM. 
Significance shown as: * p<0.05; ** p<0.01; ***p<0.0001    
  




Figure 4 : Apolipoprotein concentrations in isolated HDL fractions from C57BL6/J, ApoE0 
and LDLR0 mice. HDL was isolated from mouse plasma by sequential ultracentrifugation 
before analysis of apolipoproteins. Apolipoprotein concentrations were normalized to HDL 
protein concentrations and are displayed in µmol/g protein. Total apoB and apoB-100 
concentrations were below the limit of quantification and are, therefore, not displayed. Data are 
presented as mean± SEM. Significance is shown as *p<0.05; **p< 0.01; ***p<0.0001. 
Comparison between groups shown as: $: C57BL6/J vs. ApoE0; §: C57BL6/J vs. LDLR 0; #: 
ApoE0 vs. LDLR0.  
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Supplemental Table S2. Concentrations of stock solutions and working standards of proteotypic 
peptides used for the preparation of a 9-point peptide calibration series (C1-C9).  
 
* Prepared in 2-propanol/water (1:1, v/v). 
† Prepared in 100 mmol/L ammonium bicarbonate. 
  
 
apoA-I apoA-II apoA-IV apoB-total apoB-100 apoC-I apoE apoJ 
Stock solution*, 
mmol/L 10 10 1 1 1 1 5 1 
Working standard†, 
mmol/L - - 0.5 0.5 0.5 0.5 - 0.5 
C1†, µmol/L 1.25 1.25 0.08 0.08 0.03 0.14 0.67 0.03 
C2†, µmol/L 2.5 2.5 0.16 0.16 0.06 0.28 1.34 0.05 
C3†, µmol/L 5 5 0.31 0.31 0.13 0.56 2.69 0.1 
C4†, µmol/L 10 10 0.63 0.63 0.25 1.13 5.38 0.2 
C5†, µmol/L 20 20 1.25 1.25 0.5 2.25 10.75 0.4 
C6†, µmol/L 40 40 2.5 2.5 1 4.5 21.5 0.8 
C7†, µmol/L 80 80 5 5 2 9 43 1.6 
C8†, µmol/L 160 160 10 10 4 18 86 3.2 
C9†, µmol/L 240 240 15 15 6 27 129 4.8 
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Supplemental Table S3. Within-day and between-day imprecision determined in ApoE0 and 
LDLR0 plasma pools.  






























apoA-I 47.08 4.7 45.77 3.1  72.16 0.9 68.77 7.0 
apoA-II 62.58 3.3 63.87 4.8  67.22 3.0 64.26 4.9 
apoA-IV 11.35 5.1 12.35 13.1  7.07 2.7 6.59 6.7 
apoB-total 4.66 3.4 4.36 7.7  2.86 3.1 2.63 12.9 
apoB-100 0.22 26.1 0.19 20.9  1.23 6.1 1.10 5.3 
apoC-I 32.60 14.5 33.61 11.1  15.16 7.4 14.26 14.3 
apoE      16.57 3.3 14.92 14.7 
apoJ 2.60 6.7 2.36 8.3  2.05 3.0 2.08 7.7 
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Data is shown as mean ± SD. Concentrations of apolipoproteins in µmol/L.  
  
		 C57Bl6/J	(n=5)	 ApoE0	(n=5)	 LDLR0	(n=4)	
Chol.	[mmol/L]	 2.4	±	0.5	 17.2	±	2.9	 6.8	±	0.3	
TG	[mmol/L]	 0.8	±	0.2	 0.4	±	0.1	 0.9	±	0.2	
apoA-I	 64.5±	5.2	 35.7	±	6.3	 72.4	±	6.2	
apoA-II	 56.7	±	10.0	 35.1	±	12.7	 92.7	±	8.3	
apoA-IV	 3.3	±	0.4	 7.1	±	0.7	 4.5	±	0.6	
apoB-total	 0.5	±	0.1	 2.7	±	0.7	 2.8	±	0.4	
apoB-48	 0.4	±	0.1	 2.5	±	0.2	 1.7	±	0.4	
apoB-100	 0.14	±	0.04	 0.17	±	0.04	 1.1	±	0.05	
apoC-I	 5.2	±	2.3	 13.6	±	2.7	 9.4	±	0.8	
apoE	 2.3	±	0.4	 <0.1	 13.8	±	3.5	
apoJ	 2.6	±	0.2	 2.4	±	0.1	 3.4	±	0.8	






Supplemental Figure S1: Comparison of individual standard curves prepared in ammonium 
bicarbonate (buffer) and in plasma. Four-point calibration curves for each apolipoprotein were prepared 
in either 100 mmol/L ammonium bicarbonate (buffer, in red) or plasma (blue) to establish the 
parallelism of the response in buffer and in matrix for the calibrators. Similarity of the slope and intercept 
of both calibration curves suggest that the contribution of the original sample matrix (“matrix effects”) 
is negligible. Note: Human plasma was used as matrix to prepare the plasma standard curves. Since the 
2. Publikation   
52	
	
amino acid sequence of the apoC-I proteotypic peptide is identical between mice and humans, no data 
for apoC-I is provided.  





Supplemental Figure S2. Digestion kinetics of apolipoproteins A-I (A), A-II (B), A-IV (C), B-100 (D), 
B-total (E), C-I (F), E (G) and J (H) in a plasma pool of C57BL/6J mice (n=5). Peak areas of proteotypic 
peptides and corresponding stable isotope labeled peptides used as internal standards are plotted. Each 
data point represents the mean ± SD of three independent digestions. 
  




Supplemental Figure S3. Stability of apolipoproteins A-I (A), A-II (B), A-IV (C), B-100 (D), B-total 
(E), C-I (F), E (G) and J (H) in a plasma pool of LDLR0 mice plasma during short-term storage up to 
4 days at 4 °C. Dashed lines illustrate the acceptable change limit (ACL).  
  




Supplemental Figure S4. Stability of apolipoproteins A-I (A), A-II (B), A-IV (C), B-100 (D), B-total 
(E), C-I (F), E (G) and J (H) in a plasma pool of LDLR0 mice plasma during multiple freeze-thaw 
cycles. Dashed lines illustrate the acceptable change limit (ACL).  
  







Supplemental Figure S5. Stability of apolipoproteins A-I, A-II, A-IV, B-100, B-total, C-I, E and J in 
EDTA plasma of LDLR0 (n=4) mice during a two-year storage at -80 °C. Data are presented as mean 
concentration changes ± SEM compared to baseline. Concentration changes that exceed the analyte 
specific acceptable change limit (ACL) are asterisked.
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde erstmalig eine Methode zur simultanen 
Quantifizierung von acht verschiedenen Apolipoproteinen (Apos) in 3 µl Mausplasma mittels 
Flüssigchromatographie gekoppelt mit Tandem-Massenspektrometrie (LC-MS/MS) etabliert 
und validiert. Als Grundlage diente dabei ein bereits für humane Proben entwickeltes LC-
MS/MS Verfahren. Hintergrund dieses Projektes ist die wesentliche Bedeutung von 
Apolipoproteinen bei klinischen und wissenschaftlichen Fragestellungen, insbesondere in 
Bezug auf die Erforschung und Behandlung von Lipidstoffwechselstörungen und deren 
Folgeerkrankungen (z.B. Atherosklerose). Störungen des Lipoproteinstoffwechsels sind stark 
assoziiert mit atherosklerotisch bedingten kardiovaskulären Erkrankungen 3. Vor allem erhöhte 
LDL-Cholesterin-Werte (LDL-C) tragen zur Entstehung atherosklerotischer Läsionen bei. 
Apolipoproteine sind Hauptstrukturkomponenten der Lipoproteine und dienen als funktionelle 
Liganden von Membranrezeptoren verschiedener Gewebe. Die Aufgabe der Lipoproteine 
besteht vor allem im Transport von wasserunlöslichen Substanzen (z.B. Lipide, Cholesterin, 





Mengen an Cholesterin aus der Peripherie zurück zur Leber. Dabei ermöglichen die 
Apolipoproteine die rezeptorvermittelte Aufnahme der transportierten Substanzen in ihre 
Zielzellen 7. Aufgrund dieser Funktion sind sie grundlegend in den Fettstoffwechsel 
eingebunden. Folglich sind Apolipoproteine bei der Entstehung von kardiovaskulären 
Erkrankungen entscheidend beteiligt.  
Aufgrund ihrer großen Bedeutung im Lipidmetabolismus werden Plasmakonzentrationen von 
apoA-I (Hauptbestandteil von HDL) und apoB-100 (Hauptbestandteil von LDL) als Biomarker 
für die Einschätzung des kardiovaskulären Risikos diskutiert 11. Darüber hinaus scheinen 
Apolipoproteine an der Pathogenese anderer Krankheitsbilder beteiligt zu sein. Exemplarisch 
seien hier apoE genannt, welches bei der Entstehung von Morbus Alzheimer über diverse 
Mechanismen involviert ist, sowie apoA-IV, dass zur Glukosehömöostase beiträgt und 
regulierend im Energiestoffwechsel eingreift und damit mit potentiell antidiabetischen 
Eigenschaften assoziiert ist 39–41. Das genaue Verständnis der physiologischen und 
pathophysiologischen Grundlagen von Apolipoproteinen ist damit essentiell für diverse 
wissenschaftliche Fragestellungen.  
 
Bisher ist es in der medizinischen Wissenschaft noch nicht gelungen auf den Einsatz von 
Tiermodellen zur Erforschung komplexer Krankheiten zu verzichten. Bei der Untersuchung der 
Atherosklerose sind seit Anfang der 1990er Jahre insbesondere ApoE-defiziente Mäuse 
(ApoE0) und LDL-Rezeptor-defiziente Mäuse (LDLR0) vornehmlich eingesetzt worden 30,32. 
Diese können aufgrund ihrer genetischen Veränderung menschliche 
Lipidstoffwechselstörungen und atherosklerotische Gefäßveränderungen imitieren und 
ermöglichen damit, die zugrundeliegenden Pathomechanismen unter kontrollierten 
experimentellen Bedingungen zu studieren 26. Bisherige Methoden zur Analyse von 
Apolipoproteinen im Mausmodell basieren auf Antikörpern oder Immunassays (z.B. Western 
Blot, ELISA). Diese können signifikant von Störfaktoren wie unspezifischer 
Antikörperbindung, Kreuzreaktivität, Untersucherabhängigkeit und Chargenabhängigkeit 
beeinflusst werden 22. Darüber hinaus benötigen diese Verfahren relativ große Mengen an 
Plasma, bei nur begrenzt zur Verfügung stehendem Untersuchungsmaterial im Mausmodel. 
Massenspektrometrische Verfahren (LC-MS/MS) bieten dagegen eine sehr zuverlässige und 
zeit- und materialsparende Alternative zur Bestimmung von Plasmakonzentrationen von 
Apolipoproteinen. Die Bestimmung von Apolipoproteinen aus humanen Plasmaproben mithilfe 
LC-MS/MS wurde in den letzten Jahren am Institut für Laboratoriumsmedizin der Universität 
Leipzig entwickelt und für die Hochdurchsatzanalytik in klinischen Studien und 
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Patientenversorgung optimiert 35,19. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die 
Weiterentwicklung der massenspektrometrischen Analysenplattform für eine exakte und 
effiziente Quantifizierung von Apolipoproteinen in Mausplasma.  
Mit der hier entwickelten Methode können erstmalig simultan Plasmakonzentrationen von 
apoA-I, apoA-II, apoA-IV, apoB-total, apoB-100, apoC-I, apoE und apoJ mittels LC-MS/MS 
aus nur 3 µL Mausplasma bestimmt werden. Während einer etwa vierstündigen 
Probenaufarbeitung, welche einen tryptischen Verdau der Proteine beinhaltet, entstehen 
proteotypische Peptide, anhand derer auf die Plasmakonzentration der untersuchten 
Apolipoproteine rückgeschlossen wird. Eine Übersicht über den Ablauf der Methode bietet 
Figure 1.  
 
Für die Methodenetablierung wurde gepooltes Plasma von Wildtyp-Mäusen (n=5), ApoE0 
(n=5) und LDLR0 (n=4) Mäusen unter normaler Haltungsdiät verwendet. Zur Validierung der 
Methodenpräzision wurden gleiche Plasmaproben an einem Tag zehnmal (Within-day 
imprecision) und an acht aufeinanderfolgenden Tagen (Between-day imprecision) analysiert. 
Im Anschluss wurden die Varianzen zwischen den einzelnen Werten berechnet, wobei für alle 
Analyten sehr gute Präzisionsergebnisse gefunden werden konnten (Variationskoeffizient (CV) 
< 15%). Eine Ausnahme bildete apoB-100 in Wildtyp- Mäusen wo sich ein CV von 31% für 
die Between-day imprecision zeigte (Table 2). Diese Beobachtung ist am ehesten auf die sehr 
niedrigen Konzentrationen von apoB-100 im Plasma von Wildtypmäusen, an der unteren 
Quantifizierungsgrenze zurückzuführen. Diese Hypothese wird durch die niedrigen Varianzen 
in hypercholesterinämischen LDLR0 Mäusen, welche einen CV von < 15% für apoB-100 
erbrachten, gestärkt (Supplemental Table S2). Bestimmungsgrenzen (LOD) wurden zwischen 
0,03 µmol/L für apoA-IV und 0,2 µmol/L für apoJ ermittelt, während die unteren 
Quantifizierungsgrenzen (LLOQ) zwischen 0,1 µmol/L für apoJ und 0,7 µmol/L für apoC-I 
lagen (Table 1). Zur weiteren Validierung wurde ein Wiederfindungsexperiment durchgeführt, 
wobei rekombinantes apoA-I in zwei verschiedenen Verdünnungsreihen in gepoolte 
Plasmaproben von Wildtyp-Mäusen zugegeben und analysiert wurde. Dabei wurden 
Wiederfindungsraten von 101.3% und 101.9% erzielt (Table 3). Zudem wurde ein Vergleich 
mit kommerziell erhältlichen Immunoassays für apoE und apoB-100 durchgeführt. Dafür 
wurde Plasma von normo- und hypercholesterinämischen Mäusen verwendet. Die ermittelten 
Werte korrelierten in hohem Maße (Figure 2). Dabei zeigten sich geringe Unterschiede in der 
Bland-Altmann Analyse mit Abweichungen vom Mittelwert von 11 % für apoE und 8 % für 





Probenstabilität unter verschiedenen Bedingungen untersucht, wobei Plasmaproben bei 4°C für 
mehrere Tage gelagert wurden oder verschiedene Einfrier-Auftau-Zyklen durchliefen. Alle 
Apolipoproteine zeigten eine hohe Kurzzeitstabilität während einer Lagerung über vier Tage 
bei 4°C (Supplemental Figure S3) und während vier wiederholten Einfrier-Auftau-Zyklen über 
30 Tage (Supplemental Figure S4). Die Langzeitstabilität von Proben, welche 2 Jahre bei -80°C 
gelagert wurden, zeigte sich robust für alle untersuchten Apolipoproteine, mit Ausnahme von 
apoA-II und apoJ, welche im Vergleich zur Initialkonzentration signifikant niedrigere 
Konzentrationen aufwiesen (Supplemental Figure S5). 
Im Anschluss an die Validierung der Methode wurde diese angewendet, um 
Apolipoproteinkonzentrationen im Plasma von Wildtyp-Mäusen, ApoE0 und LDLR0 Mäusen 
zu charakterisieren. Die beiden letzteren entwickeln bekanntermaßen aufgrund ihrer 
hypercholesterinämischen Lipidprofile eine ausgeprägte Atherosklerose 42. Plasma wurde für 
diese Untersuchungen im gefütterten und gefasteten Zustand analysiert. Es fanden sich 
moderate Unterschiede bei einzelnen Apolipoproteinen zwischen gefüttertem und gefastetem 
Zustand. ApoA-IV und apoC-I waren erhöht im gefütterten Zustand, während apoJ nach 
Fütterung erniedrigt war. Deutliche Unterschiede konnten zwischen den einzelnen 
Mausstämmen festgestellt werden. So zeigten erwartungsgemäß ApoE0 Tiere keine apoE-
Plasmakonzentration, während LDLR0-Mäuse 6-fach erhöhte apoE-Konzentrationen 
gegenüber Wildtyp-Mäusen aufwiesen. Die totalen Plasmakonzentrationen von apoB waren 
erwartungsgemäß signifikant erhöht in beiden hyperlipidämischen Mausstämmen. Zur 
Berechnung von apoB-48 wurden apoB-100-Konzentrationen von totalem apoB subtrahiert. 
Bei der Unterscheidung von apoB-48 und apoB-100 sind vor allem zwei wesentliche Dinge 
aufgefallen: Die höchsten relativen apoB-48 Konzentrationen wurden in ApoE0-Mäusen 
beobachtet (93% des totalen apoB), verglichen mit 61% im LDLR0-Stamm. Außerdem war 
apoB-100 in Mäusen mit LDL-Rezeptor-Defizienz signifikant erhöht gegenüber beiden 
Vergleichsgruppen.  
 
Ein weiteres Merkmal der hypercholesterinämischen ApoE0-Mäuse sind erniedrigte Plasma-
HDL-C Konzentrationen. Dementsprechend waren apoA-I und apoA-II, als 
Hauptkomponenten von HDL-Partikeln, erniedrigt im Plasma der ApoE0-Mäuse. Im 
Gegensatz dazu zeigte sich apoA-IV (ein ebenfalls mit HDL assoziiertes Apolipoprotein) 
signifikant erhöht im Plasma der ApoE0-Mäuse. Da apoA-IV nicht nur Bestandteil von HDL-
Partikeln ist, sondern auch auf Chylomikronen und frei zirkulierend im Plasma vorkommt, war 
diese Beobachtung möglicherweise nicht ausschließlich ihrer Verteilung auf HDL zuzuordnen. 
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Um die Unterschiede der HDL assoziierten Apolipoproteine besser beurteilen zu können, 
wurde die Konzentration der Apolipoproteine auf isolierten HDL-Partikeln untersucht. Dafür 
wurde Plasma per Ultrazentrifugation in die einzelnen Lipoproteinfraktionen aufgetrennt und 
im Anschluss mit der beschriebenen Methode analysiert. Diese Untersuchung ergab, dass 
apoA-I und apoA-II auf HDL-Partikeln von ApoE0-Tieren deutlich niedriger konzentriert ist 
gegenüber beiden Vergleichsgruppen. Interessanterweise war apoA-IV hingegen signifikant 
erhöht im apoE0 Modell, was darauf hindeuten kann, dass die erhöhten apoA-IV 
Konzentrationen in der ApoE0 Maus zumindest partiell auf die erhöhte Konzentration auf HDL 
Partikeln zurückzuführen ist. Diese Beobachtungen und deren Bedeutung bedürfen weiterer 
Untersuchungen, um die physiologische Rolle von Apolipoproteinen im Metabolismus besser 
verstehen zu können.  
 
Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit eine Methode zur simultanen 
Quantifizierung von acht verschiedenen Apolipoproteinen mithilfe eines 
massenspektrometrischen Analyseverfahrens etabliert und validiert werden. Das Verfahren 
ermöglicht es die Effekte von genetischen oder diätetischen Einflüssen auf die 
Apolipoproteinzusammensetzung im Mausmodell zu untersuchen. Mit dieser zuverlässigen 
und effizienten Methode können nun weiterführende experimentelle Untersuchungen zum 
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5.1 Verzeichnis der verwendeten Abkürzungen und Symbole 
 
AS  Aminosäure 
Apo   Apolipoprotein 
ApoE0  ApoE knock out 
CV  Variationskoeffizient (Coefficient of Variation) 
CVD  Cardiovascular Disease 
ESI  Elektrospray-Ionisation 
HDL  High-Density-lipoprotein 
HDL-C  HDL-Cholesterin 
HPLC  Hochleistungsflüssigchromatographie  
IDL  Intermediate Density Lipoprotein 
IS  Interner Standard 
LDL  Low Densitiy-lipoprotein 
LDL-C  LDL-Cholesterin 
LDLR0  LDL-Rezeptor knock out 
LOD  Detektionsgrenze (Limit of Detection) 
LLOQ  Quantifizierungsgrenze (Lower Limit of Quantification) 
m/z   Masse-zu-Ladungs-Verhältnis 
MS   Massenspektrometrie 
MS/MS   Tandem-Massenspektrometrie 
SIL  Stable Isotope Labeled 
Q   Quadrupol 
VLDL  Very Low-Density-lipoprotein 
 
  




5.2 Erklärung über den wissenschaftlichen Beitrag des Promovenden zur 
Publikation.  
 
Die von mir, Richard Wagner, vorgelegte Dissertationsschrift basiert auf den Ergebnissen, die 
der folgenden Publikation zu Grunde liegen: 
 
Simultaneous LC-MS/MS quantification of eight apolipoproteins in normal and 
hypercholesterolemic mouse plasma 





1. Planung der Experimente (Gemeinsam mit RB, JD und UC) 
2. Auswahl der Proteine und proteotypischen Peptide: Supplemental Table S1 
3. Gewinnung von Probenmaterial für alle beschriebenen Experimente 
4. Durchführung der Experimente zur Ermittlung der Verdauzeiten der Apolipoproteine: 
Supplemental Figure S2 
5. Durchführung der Validierungsexperimente (unter Anleitung von JD): Table 1, Table 2  
6. Durchführung der Wiederfindungsexperimente: Table 3 
7. LC-MS/MS Analyse der Apos in verschiedenen Mausstämmen (an verschiedenen 
Zeitpunkten fasted vs. fed): Figure 3 
8. Ultrazentrifugation der Plasmaproben 
9. LC-MS/MS Analyse der Apolipoproteinkonzentration auf HDL Partikeln: Figure 4 
10. Statistische Auswertung der Daten (Gemeinsam mit RB) 
11. Erarbeitung des Manuskripts (Gemeinsam mit RB und JD) 
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ähnlicher Form einer anderen Prüfungsbehörde zum Zweck einer Promotion oder eines anderen 
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nannt, die direkt an der Entstehung der vorliegenden Arbeit beteiligt waren. Die aktuellen 
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